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(54) Title: METHOD FOR PROTECTING AND FOR MODULATING DERMAL-EPIDERMAL JUNCTIONS 

(54) Bezelchnung: VERFAHREN ZUM SCHUTZ UND ZUR MODULATION VON DERMAL EPIDERMAL JUNCTIONS 

(57) Abstract: The invention relates to a method for cosmetically treating and improving and/or protecting dermal -epideimal junc- 
tions of the skin, scalp and mucous membranes. This method is characterized in that a preparation containing at least one substance, 
which effects a modulation of plectin/HDl and/or entactin/nidogen and/or perlecan is topically applied. The invention also relates to 
the use of a substance, which effects a modulation of plectin/HDl and/or entactin/nidogen and/or perlecan, for producing cosmetic 
On agents for improving dermal-epidermal junctions of the skin, scalp and mucous membranes, to the use of this substance for producing 
^ cosmetic agents for protecting against aging of the skin and oxidative stress, and to the use of this substance for producing cosmetic 
agents for protecting against damaging influences of environmental toxicants and UV radiation. 




(57) Zusammenfassung: Voigeschlagen wird ein Verfahren zur kosmetischen Behandlung zur Veibesserung und/oder zum Schutz 
der Dennal-Epidermal-Junctions der Haut, Kopfhaut und Schleimhaut, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Zubereitung, ent- 
haltend mindestens eine Substanz, welche eine Modulation von Plectin/HDl und/oder Entactin/Nidogen und/oder Perlecan bewirkt, 
topisch auftragt. Des Weiteren wird die Venvendung einer Substanz, welche eine Modulation von Plectin/HDl und/oder Entactin/Ni- 
dogen und/oder Perlecan bewirkt, zur Herstellung kosmetischer Mittel zur Verbesserung der Dermal Epidermal Junctions der Haut, 
Q Kopfhaut und Schleimhaut und die Verwendung dieser Substanz zur Herstellung kosmetischer Mittel zum Schutz gegen Hautal- 
terung, oxidativen Stress und die Verwendung der Substanz zur Herstellung kosmetischer Mittel zum Schutz gegen schadigende 
Einfliisse durch Umweltgifte und UV-Strahlung voigeschlagen. 
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Verfahren zum Schutz und zur Modulation von Dermal Epidermal Juncti- 
ons 



Gebiet der Erfindung 

Die Erfindung befindet sich auf dem Gebiet der kosmetischen Zubereitungen und betrifft ein 
kosmetisches Verfahren zur Verbesserung und/oder zum Schutz der Dennal-Epidemial Junc- 
tions der Haut, Kopfhaut und Schleimhaut und zum Schutz der menschUchen Haut gegen die 
Alterung, oxidativen Stress und gegen schadigende Einfliisse durch Umweltgifle und UV- 
Strahlung. Des weiteren betrifft die Erfindung die Verwendung einer Substanz, welche eine 
Modulation von Plectin/HDl und/oder Entactin/Nidogen und/oder Perlecan bewirkt, zur Her- 
stellung kosmetischer Mittel zur Verbesserung und/oder zum Schutz der Dermal Epidermal 
Junctions. 



Stand der Technik 

Die Basalmembran ist eine verbindende Zellstruktur zwischen moiphologisch unterschiedli- 
chen Geweben. In der Haut befindet sie sich im wesentlichen als BlutgefeBe umschlieBendes 
Gewebe und zwischen Dermis und Epidermis. Die letztgenannte Region trennt die Epidermis 
und ihre Anhanggebilde von der Dermis und wird entsprechend als Deimal-Epidennal- 
Junction (DEJ) bezeichnet. Die DEJ besitzt eine komplexe Struktur bestehend aus Hemides- 
mosomen, intermediSren Filamenten, verankemden Filamenten, Lamina densa und veran- 
kemden Fibrillen. Zu den darin hauptsSchlich vorkommenden biochemischen Komponenten 
zahlen Laminin-5 in der Lamina lucida; die Antigene AgBP 230 und AgPBlSO sowie Plec- 
tin/HDl in Hemidesmosomen; Entactin/Nidogen und das Proteogljdkan Perlecan in der Lami- 
na lucida und Lamina densa; Collagen Typ IV in der Lamina densa und das Proteoglykan Col- 
lagen Typ Vn als Bestandteil der verankemden Fibrillen in der sub-Lamina densa. Diese 
Komponenten bilden ein interagierendes NetzwaJc. 

Die DEJ stellt das Avichtigste Gebilde der Haut dar. Sie sorgt fiir die Verbindung zwischen 
Epidermis und darunter Uegender Dermis und erhalt die Integritat des epithelialen Gewebes 
durch Verankerung von Zellen mit der extrazellularen Matrix fiber die speziellen verbinden- 
den Zellkomplexe der Hemi-Desmosomen, Filamente und Fibrillen. 

Einerseits stellt sie einen Filter fiir den Fluss spezieUer MolekiUe dar, andererseits enndglicht 
sie den Austausch von Informationen - beispielsweise fiber Wachstumsfaktoren - zwischen 
Keratinocyten und Dermis. 
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Zu den altenmgsbedingten Anderungen der DEJ zShlen die abnehmende Dicke der Junctions 
und die Reduktion von den aus basalen Keratinocyten bestdienden cytoplasmatischen Zellzot- 
ten in der Dermis. Die dadurch resultierende Abnahme der OberflSche der DEJ fiihrt zu einem 
reduziereen Widerstand des Gewebes, einer Abnahme der Hautstraffimg und einer veimehrten 
BUdung von Falten. Weitere Alterungserscheinungen wie Verdopplung der Lamina densa, 
Alterung der verankemden FibriUen oder Modifikationen von Zellkonq)onenten der DEJ fiih- 
ren ebenfaUs dazu, dass die Verankerung tiber das epidennale System mit zunehmendem Al- 
ter eine Lockerung erfjilirt. Die bei der Alterung bedingte Abnahme von Typ VH Collagen 
erklart man sich auch durch die Hydrolyse des CoUagens uber Metalloproteinasen. Typ VH 
Collagen scheint mit zunehmendem Alter weniger resistent gegen Proteasen zu sein. 

Auch durch UV-Strahlung induzierte SchSdigungen, die zu einer Reduktion des Gehaltes an 
Typ Vn Collagen in den verankemden Fibrillen ftihren, resultieren in einer Lockerung der 
Bindung zwischen Demiis und Epidemiis und einer dadurch bedingten Abnahme der Haut- 
elastizitat und Zunahme von Falten. 

Zahbreiche Krankheiten, die die DEJ beeintrachtigen. fuhren zu einer Ausbildung von subepi- 
dermalen Umfangsvennehrungen. Sie zeigen als gemeinsames Merktnal eine verminderte 
Cohesion zwischen Demiis und Epidermis, die sich auf der Ebene der DEJ in einer Bildung 
von Einbuchtungen manifestiert. 



Mit dem Ziel einer Verbesserung der Funktion der Dermal Epideraial Junctions wurden ins- 
besondere Bestandteile der DEJ wie Lamin (FR 2813018, WO 97/48415), oder Kalinin (WO 
92/ 17498) in kosmetischen und dennatologischen FomiuUerungen eingesetzt. Auch die Sti- 
mulation von Typ IV Collagen durch Magnesiumaspartat (WO 99/62481), Saponine (FR 
2779058) Oder Pflanzenextrakte (EP 668072) sowie die Stimulation von Typ VH Collagen 
durch Elaginsaure (WO 99/16415), Pflanzenextrakt der Potentilla erecta (WO 98/19664) oder 
BerthoUetia Extrakt (US 6004568) wurden offenbart zur Herstellung von kosmetischen Zube- 
reitungen gegen Alterung, Faltenbildung und zur Straffimg der Haut. 

Dennoch besteht weiterer Bedaif an einem effektiven Schutz der Haut gegen umweltbedingte 
Alterungseinfliisse. Die Aufgabe der vorliegenden Patentanmeldung hat daher darin bestan- 
den, neue Mechanismen zur Verbesserung der Dermal-Epidemial Junctions der Haut, Kopf- 
haut und Schleimhaut zu finden, die zu einer VerzSgerung der Hautalterung und zu einem 
Schutz der Haut, Kopfhaut und Schleimhaut gegen Umwelteinfliisse, oxidativen Stress, toxi- 
sche Substanzen oder UV-Strahlung beitragen und somit effektiv in kosmetischen Zuberei- 
tungen fUr die topische Anwendung genutzt werden konnen. 



2 



wo 2004/030639 



m 




PCT/EP2003/009809 



Beschreibung der Erfindung 

Gegenstaad der Erfindung sind Verfahren zur kosmetischen Behandlung zur Verbesserung 
und/oder zum Schutz der Dermal-Epidennal Junctions der Haut, Kopfhaut und Schleimhaut, 
dadurch gekennzeichnet, dass man eine Zubereitung, enthaltend mindestens eine Substanz, 
welche eine Modulation von Plectin/EIDl und/oder Entactin/Nidogen und/oder Perlecan be- 
wirkt, topisch auftrHgt. 

Weitere Gegenstande der Erfindung sind die Verwendung einer Substanz, welche eine Modu- 
lation von Plectin/HDl und/oder Entactin/Nidogen und/oder Perlecan bewirkt, zur Herstel- 
lung kosmetischer Mittel zur Verbesserung und/oder zum Schutz der Dermal-Epidermal Junc- 
tions der Haut, Kopfliaut und Schleimhaut, die Verwendung dieser Substanz zur HersteUung 
kosmetischer Mittel zum Schutz gegen Hautalterung und die Verwendung der Substanz zur 
HersteUung kosmetischer Mittel zum Schutz gegen oxidativen Stress, schadigende Einfltlsse 
durch Umweltgifle und UV-Strahlung. 

Uberraschenderweise wurde gefimden, dass die Modulation von Molekiilen wie Plectin/EIDl, 
Entactin/NTidogen und/oder Perlecan zu einer Erhaltung und Verbesserung der Dermal- 
Epidermal-Junctions der Haut, Kopfhaut und Schleimhaut fuhrt. Die Funktion der DEJ ist 
eine essentielle Voraussetzung nicht nur fur die Gesundheit, sondem auch fur die Kosmetik, 
Sie sorgt fUr einen guten Zusanunenhalt zwischen Epidermis und den darunter Hegenden Ge- 
weben der Dennis, erhalt somit die Elastizitat und StrafEheit der Haut und ennoglicht die Ver- 
hinderung von Faltenbildung. Darifcer hinaus wird iiber die DEJ einerseits die gute Versor- 
gung der Haut durch die Passage von lebensnotwendigen MolekOlen zwischen Epidennis und 
Dennis gewahrleistet, andererseits ein Schutz vor dem Eindringen schSdigender MolekCile in 
tiefere Hautschichten geboten. 

Die Modulation von Plectin/EiDl, Entactin/Nidogen und/oder Perlecan iiber die topische Ap- 
plikation einer Zubereitung, die diese Substanzen stimuhert, hat nun gezeigt, dass auf diese 
Weise die Dermal Epidermal Junction resp. das gesamte komplexe Netzwerk der DEJ gestSrkt 
werden kann. Dieses hat eine StrafEung der Haut und Verminderung der Faltenbildung zur 
Folge. Durch die verbesserte Verankerung zwischen den Komponenten der DEJ und die damit 
verbundene erhQhte StabiUtat und zunehmende Elastizitat des Gewebes kSnnen Alterungser- 
scheinungen, auch wenn sie durch UV-Strahlung verursacht sind, effektiv vorgebeugt werden. 

Bedingt durch die Verbesserung der Molekiilpassageftmktion wird der Austausch zwischen 
Keratinocyten und Dennis und die EmShrung der Haut optimiert, und somit nicht nur die 
Haut gegen Alterung, sondem auch gegen schadigende Einfliisse von UV-Strahlung und toxi- 
schen Umwelteinfliissen geschtitzt, da durch die verbesserte Versorgung auch die Abwehr 
gegen schadigende Molektile gestMrkt wird. 
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Die DEJ umgibt auf der Kopfhaut die Haarfollikel imd sorgt auch hier fur einen Schutz der 
Follikel, so dass eine Starkung der DEJ in diesem Bereich zu einer Verbessenmg der Haarei- 
genschaflen flihrt und insbesondere wirksatn ist gegen Haarausfall oder Haarschadigungen. 

Somit haben die topisch applizierten kosmetischen Mittel, die mindestens eine Substanz ent- 
halten, welche die Modulation von Plectin/HDl und/oder Entactin/Nidogen und/oder Perlecan 
bewirkt, einen vorbeugenden Effekt gegen Hautalterung und schadigende Einflusse durch 
oxidativen Stress, Umweltgifte und UV-Strahlung auf Haut, Kopfhaut, Haare und Schleim- 
haut. Die Modulation der speziellen Molekule, fuhrt jedoch neben der vorbeugenden Wirkung 
auch zu einer beschleunigten Regeneration der Haut, Kopfhaut und Schleimhaut nach einer 
bereits eingetretenen Schadigung. 

Als Modulatoren haben sich Pflanzenextrakte, insbesondere der Extrakt aus Pisum sativum, 
Ruscus Aculeatus, Centella asiatica. Calendula Officinalis, Aesculus Hippocastanum, 
und/oder Hibiscus esculentus als geeignet erwiesen. MogUch ist jedoch auch eine Modulation 
von Plectin/EIDl und/oder Entactin/Nidogen und/oder Perlecan tiber die Gabe von niedrigmo- 
lekularen Peptiden, die zum Aufbau der DEJ-Komponenten benotigt werden und eine ahnli- 
che Sequenz aufweisen wie Bestandteile von Plectin/HDl und/oder Entactin/Nidogen 
und/oder Perlecan. 

Ebenfalls beobachtet wurde eine Modulation der Molekule uber mindestens eine Substanz, die 
ausgewahlt ist aus der Gruppe, die gebildet wird von Mannitol, Cyclodextrin, Hefeextrakt, 
Panthenol, Propylen Glycol, Ammonium Glycyrrhizat und Dinatriumsuccinat. Insbesondere 
die Kombination dieser Bestandteile tragt zu einer vorteilhaflen Wirkung auf die Dermal- 
Epidermal Junctions bei. 

Da die DEJ fiir den Abbau durch eine Vielzahl unterschiedhcher Proteasen sehr empfangUch 
ist, tragt die Verwendung von Pflanzenextrakten, Peptiden und anderen Wirkstoffen mit Anti- 
Protease Aktivitat entscheidend zum Erhalt der Struktur bei. Wirkstoffe mit Anti-Protease 
Aktivitat kdnnen in Kombination mit Substanzen, welche die Modulation von Plectin/HDl 
und/oder Entactin/Nidogen und/oder Perlecan bewirken, zu einer iiberdurchschnittUchen Wir- 
kungssteigerung beitragen. 

Neben diesen Substanzen oder Pflanzenextrakten konnen die kosmetischen Mittel auBerdem 
UV-Lichtschutzfaktoren xmd/oder Antioxidantien enthalten. Die Kombination aus Substan- 
zen, die eine Modulation von Plectm/HDl und/oder Entactin/Nidogen und/oder Perlecan be- 
wirken mit UV-Lichtschutzfaktoren und/oder Antioxidantien flihrt durch die unterschiedU- 
chen Mechanismen zu einer synergistischen Wirkungsweise und bietet einen hervoiragenden 
Schutz gegen schadigende Einflusse und Hautalterung durch UV-Lichteinwirkung. 
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Plectin/HDl 

Plectin und HDl sind Synonyme fiir das selbe Molekttl. Es ist in den Hemi-Desmosomen lo- 
kalisiert, weist eine Molekulmasse von ca. 500 Dalton auf und dient der Verankerung von 
Proteinen des Cytoskellets wie Keratin, Vimentin oder Proteinen der Microtubuli, 

Entactin/Nido|gen 

Auch Entactin und Nidogen sind unterschiedliche Begriffe fiir das selbe Molekiil. Es stellt ein 
Glycoprotein mit einer Molekulmasse von ungefShr 150 Dalton dar, das aus zwei tenninalen 
globulSren Regionen, die durch eine langkettige Struktur miteinander verbunden sind, besteht. 
Dieses Glycoprotein ist maBgeblich fur die strukturelle Stabilitat der DEJ verantwortlich, da- 
durch dass es eine Verbindung 2wischen Laminin und Typ IV Collagen herstellt und zur Ver- 
ankerung einer Vielzahl weiterer Komponenten wie Fibulin oder Perlecan beitragt. 

Perlecan 

Alle Basalmembranen enthalten Proteoglycane. Das hauptsachlich in der DEJ vorkommende 
Proteoglycan ist Perlecan, ein Heparansulfat, das von dermalen Fibroblasten synthetisiert 
wird. Perlecan besteht aus einem groBen Proteinkem und drei Heparansulfatketten. Seine 
Aufgabe ist es unter anderem eine Bindung zwischen Laniiain-6 und Nidogen za stabilisieren. 
Neben den verankemden Funktionen binden Heparansulfat-Proteoglykane auch dijBEundieren- 
de Molekule wie Bmymo und Wachstumsfaktoren und haben moglicherweise dadurch eben- 
falls einen Einfluss auf das Verhalten und die Eigenschaflen von Zellen. 

UV-Lichtschutzfilter und Antioxidantien 

Unter UV-Lichtschutzfaktoren sind beispielsweise bei Raumtemperatur fliissig oder kristallin 
vorliegende organische Substanzen (Lichtschutzfilter) zu verstehen, die in der Lage sind, xxlt- 
raviolette Strahlen zu absorbieren und die aufgenommene Energie in Form laagerwelhger 
Strahlung, zB. Warme wieder abzugeben. UVB-Filter komien olloslich oder wasserlfislich 
sein. Als ollosliche Substanzen sind z.B. zu nemien: 

> 3-Benzylidencampher bzw. 3-Benzylidennorcampher und dessen Derivate, z.B. 3-(4- 
Methylbenzyliden)campher; 

> 4-Aminobenzoesaurederivate, vorzugsweise 4-(Dimethylamino)benzoesaure-2-ethyl- 
hexylester, 4-(Dimethylamino)benzoesaure-2-octylester und 4-(pimethylamino)benzoe- 
saureamylester; 
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> Ester der Zimtsaiire, vorzugsweise 4-Methoxyzimtsaure-2-ethylhexylester, 4-Methoxy- 
zimtsaurepropylester, 4-Methoxyzimtsaureisoamylester 2-Cyano-3,3-phenylzimtsaure-2- 
ethylhexylester (Octocrylene); 

> Ester der SaUcylsaure, vorzugsweise Salicylsaure-2-ethylliexylester, Salicylsaure-4-iso- 
propylbenzylester, Salicylsaurehomomenthylester; 

> Derivate des Benzophenons, vorzugsweise 2-Hydroxy-4-methoxybenzophenon, 2- 
Hydroxy-4-methoxy-4'-methylbenzophenon.2,2'-Dihydroxy-4-methoxybenzophenon; 

> Ester der Benzahnalonsaure, vorzugsweise 4-Methoxybenzmaloiisauredi-2-ethylhexyl- 
ester; 

> Triazinderivate, wie z.B. 2A6-Triaiiiliiio-(p-carbo-2'-ethyl-r-hexyloxy)-l,3,5-triazia und 
Octyl Triazon, oder Dioctyl Butamido Triazone (Uvasorb® HEB); 

> Propan-1.3-dione, wie z.B. l-(4-tert.Butylphenyl)-3-(4'methoxyphenyl)propan-l,3-dion; 

> Ketotricyclo(5.2,1.0)decan-Derivate. 

Als wasserlosliche Substanzen kommen in Frage: 

> 2-Phenylbenzimidazol-5-sulfonsaure und deren Alkali-, ErdalkaH-. Ammonium-, Alky- 
lammonium-, Alkanolammonium- und Glucammoniumsalze; 

> Sulfonsaurederivate von Benzophenonen, vorzugsweise 2-Hydrpxy-4-methoxybenzo- 
phenon-S-sulfonsaure und ihre Salze; 

> Sulfonsaurederivate des 3-BenzyUdencampliers, wie z.B. 4-(2-Oxo-3-bomylidenme- 
thyl)benzolsulfonsaure und 2-Methyl.5-(2-oxo-3-bomyUden)sulfonsaure und deren Salze. 

Als typische UV-A-Filter kommen insbesondere Derivate des Benzoylmeflians in Frage, wie 
beispielsweise l-(4'-tert.Butylplienyl)-3-(4'-methoxyphenyl)propan-l,3-dion, 4-tert.-But^l-4'- 
methoxydibenzoylmethan (Parsol® 1789), l-Phenyl-3-(4'-isopropylphenyl)-propan-l,3-dion 
sowie Enaminverbindungen. Die UV-A und UV-B-Filter kSnnen selbstverstandUch auch in 
Mischungen eingesetzt werden. Besonders giinstige Kombinationen bestehen aus den Derivate 
des Benzoylmethans,, z.B. 4-tert.-Butyl-4'-methoxydibenzoylmethan (Parsol® 1789) und 2- 
Qj^o-3,3-phenylzimtsaure-2-ethyl-hexylester (Octociylene) in Kombination mit Ester der 
Zimtsaure, vorzugsweise 4-Metlioxyzimtsaure-2-ethylhexylester und/oder 4- 
Methoxyzimtsaurepropylester und/oder 4-Methoxyzimtsaureisoamylester. Vorteilhaft werden 
deartige Kombinationen mit wasserloshchen Filtem wie z.B. 2-Phenylbenzimidazol-5- 
sulfonsaure und deren Alkah-, Erdalkah-, Ammonium-, Alkylammonium-, Alkanolammoni- 
um- und Glucammoniumsalze kombiniert. 



Neben den genannten Idshchen StofiFen kommen fur diesen Zweck auch unlosUche Licht- 
schutzpigmente, namUch feindisperse Metalloxide bzw. Salze in Frage. Beispiele fiir geeigne- 
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te MetaUoxide sind insbesondere Zinkoxid und Titandioxid und daneben Oxide des Eisens, 
Zirkoniums, SiUciums, Mangans, Aluminiums und Cers sowie deren Gemische. Als Saize 
kSnnen SiUcate (Talk), Bariumsulfat oder Zinkstearat eingesetzt werden. Die Oxide und Salze 
werden in Fonn der Pigmente fUr hautpflegende und hautschutzende Emulsionen und dekora- 
tive Kosmetik verwendet. Die Partikel sollten dabei einen mittleren Durchmesser von weniger 
als 100 mn, vorzugsweise zwischen 5 und 50 mn und insbesondere zwischen 15 und 30 nm 
aufweisen. Sie kfinnen eine sphaiische Form au^eisen, es komien jedoch auch solche Partikel 
zum Einsatz kommen, die eine elUpsoide oder in sonstiger Weise von der sphSrischea Gestalt 
abweichende Form besitzen. Die Pigmente konnen auch oberflachenbehandelt. d.h. hydrophi- 
Usiert Oder hydrophobiert vorUegen. Typische Beispiele sind gecoatete Titandioxide, wie z.B. 
Titandioxid T 805 (Degussa) oder Eusolex® T2000 (Merck). Als hydrophobe Coatingmittel 
kommen dabei vor aUem Silicone und dabei speziell Trialkoxyoctylsilane oder Simethicone in 
Frage. In Sonnenschutzmittehi werden bevorzugt sogenamite Mikro- oder Nanopigmente ein- 
gesetzt. Vorzugsweise wird mikronisiertes Zinkoxid verwendet. 



Neben den beiden vorgenannten Gruppen primSier Lichtschutzstoffe kdnnen auch sekundare 
Lichtschutzmittel vom Typ der Antioxidantien eingesetzt werden, die die photochemische 
Realctionskette unterbrechen, welche ausgeldst wird, wenn UV-Strahlung in die Haut ein- 
dringt. Typische Beispiele hierfur sind Aminosauren (z.B. Glycin, ffistidin, Tyrosin, Tryp- 
tophan) und deren Derivate, Imidazole (z.B. Urocaninsaure) und deren Derivate, Peptide wie 
D,I^Camosin, D-Camosin, L-Camosin und deren Derivate (z.B. Anserin), Carotinoide, Caro- 
tine (z.B. a-Carotin, P-Carotin, Lycopin) und deren Derivate, ChlorogensSure und deren De- 
rivate, Liponsaure und deren Derivate (z.B. DihydroUponsSure), Aurothioglucose, Propylthi- 
ouracil und andere Thiole (z.B. Thioredoxin. Glutathion, Cystein, Cystm. Cystamin und deren 
Glycosyl-. N-Acetyl-, Methyl-, Ethyl-, Propyl-, Amyl-, Butyl- und Lauryl-, Pahnitoyl-, Oleyl-, 
y-Linoleyl-, Cholesteryl- und Glycerylester) sowie deren Salze, Dilauiylthiodipropionat] 
Distearylthiodipropionat, ThiodipropionsSure und deren Derivate (Ester, Ether, Peptide, Lipi^ 
de, Nukleotide, Nukleoside und Salze) sowie Sulfoximinverbindungen (z.B. ButhioniiLulfo- 
ximine, Homocysteinsulfoximin, Butioninsulfone. Penta-, Hexa-, Heptathioninsulfoximin) in 
sehr geringen vertragUchen Dosierungen (z.B. pmol bis pmol/kg), femer (MetaU)-Chelatoren 
(Z.B. a-Hydroxyfettsfiuren, Pahnitinsaure, Phytinsaure, Lactofeirin), a-HydroxysSuren (z.B. 
Citronensaure, MilchsSure, Apfelsaure), Huminsaure. Gallensaure, Gallenextrakte, Bilirubin, 
BiUverdin, EDTA, EGTA und deren Derivate, ungesattigte Fettsauien und deren Derivate 
(Z.B. y-Iinolensaure, Linolsaure, OlsSure), Folsaure und deten Derivate, Ubichinon und Ubi- 
chinol und deren Derivate, Vitamin C und Derivate (z.B. Ascorbylpahnitat, Mg-Ascor- 
bylphosphat, Ascorbylacetat), Tocopherol und Derivate (z.B. Vitamin-E-acetat), Vitamin A 
und Derivate (Vitamin-A-pahnitat) sowie Koniferylbenzoat des Benzoeharzes, Rutinsaure und 
deren Derivate, a-Glycos3drutin, Ferulasaure, FurfuryHdenglucitoL Camosin, Butvlhvdroxv- 
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toluol, Butylhydroxyanisol, Nordihydroguajakharzsaure, Nordihydroguajaretsaure, Trihydro- 
xybutyrophenon, Hamsaure und deren Derivate, Mannose imd deren Derivate, Superoxid- 
Dismutase, Zink und dessen Derivate (z.B. ZnO, ZnS04) Selen und dessen Derivate (z.B. Se- 
len-Methionin), Stilbene und deren Derivate (z.B. Stilbenoxid, ti-ans-Stilbenoxid) und die er- 
findungsgemaB geeigneten Derivate (Salze, Ester, Ether, Zucker, Nukleotide, Nukleoside, 
Peptide und Lipide) dieser genamten Wirkstofife. 
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Beispiel 1: Plectin Expression 

Reagentien: 

Monoclonale Antikorper anti-plectin und secundSre Antikorper an Fluorescein Isothiocyanat 
FITC konjugierte anti-mouse Antikorper IgG wurden erhalten von der Finna Tebu und Clinis- 
ciences. PBS (Phosphat buffered saline pH 7,2) und Evans blau wurden von BioMerieux be- 
zogen und TGF stammt von Sigma. 

EKIN rekonstruierte menschliche Haut: 

Rekonstruierte menschliche Haut von Episkin (Ekin kit) besteht aus einer dennalen Sttttze 
geformt aus Collagen. Die Keratinocyten wurden von dieser Sttttze entfemt. Nach der Entfer- 
nung der Keratinocyten und einer Differenzierung in einer Luft-exponierten Kultur, konnte ein 
Aquivalent zur menschlichen Haut erhalten werden. 



Test Substanzen 

TGF beta wurde als positiv-Kontrolle verwendet. 

Als Testsubstanz diente eine Zubereitung bestehend aus: Propylen Glycol, Ruscus Aculeatus 
Wurzel Extrakt, Centella Asiatica Extrakt, Panthenol, Wasser, Calendula Officinalis Blumen 
Extrakt, hydrolysierte Hefeproteine, Aesculus Hippocastanum Axtrakt, und Ammonium Gly- 
cyrrhizate in veranderUchen Gewichtsanteilen. 

Die rekonstruierte menschliche Haut wurde taglich ttber drei Tage mit 0,01 % dieser Zuberei- 
tung Oder mit 10 ng/ml TGF beta topisch behandelt. Dies entspricht einer Gesamtmenge an 
Zubereitung von 100 Mikroliter pro rekonstruierter Haut. Nach dieser Behandlung wurden 
umgehend Biopsien genommen und bis zur Auswertung in flussigem Stickstoff gelagert. 

Immunohistochemie 

Zehn Mikrometer der Kryostat Section (in flussigem Stickstofif gelagerte Biopsie) wurden auf 
Objekttrager aus Glas fixiert imd in kaltem Aceton fur zehn Minuten gelagert. AnschheBend 
wurde die Section in PBS gewaschen und an der Lufl getrocknet. ' 

Die Section wurde eine Stunde bei Raumtemperattu: mit dem monoclonalen Antikorper anti- 
plectin in einer Losung von 1/150 inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS wurde die Section 
mit Fluorescein Isothiocyanat (FITC) - konjugiertem anti-mouse Antikorper fiir 45 min in 
einer Losung von 1/40 inkubiert. Negativ-Kontrollen wurden erhalten durch Weglassen des 
ersten Antikoipers. Nach dem ausgedehnten Waschen mit PBS wurden die immunobehandel- 
ten Sectionen fur 10 min. mit Evans blau behandelt. Mit einem konvokalen Lasenmkroskop 
der Firma Zeiss wurden die Sectionen begutachtet 
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Quantij&zierung 

Die durch das konvokale Lasennikroskop erhaltenen Bilder wurden konvertiert und analysiert 
durch eine mathematisch moiphologische Software (Quantimet Q500, Leica). Die Ergebnisse 
wurden dargestellt als Prozent der rekonstruierten Hautoberflache belegt durch Plectin (FITC) 
belegt wird. 



Ergebnisse 





KontroUe ohne Behandlung 


TGF beta 


Zubereitung der Testsub- 
stanz 


% des Plectin-Gehaltes in 
der Haut-Section 


4,16 


21,43 


37,9 



Ohne Behandlung konnte nur eine geringe Expression der DEJ - Komponente Plectin in der 
rekonstruierten Haut nachgewiesen werden. 

Die topische Behandlung mit der Zubereitung der Testsubstanzen haben eine starke Erhohung 
der Expression von Plectin in der rekonstruierten Haut gezeigt. Die positiv-Kontrolle TGF 
zeigte ebenfalls eine ErhShung der Expression an Plectin in der rekonstruierten Haut. 



Beispiel 2: Perlecan Expression 

Reagentien: 

Monoclonale Antikfirper Anti-perlecan vmd secundSre Antikorper an Fluorescein feothiocya- 
nat FTTC konjugierte anti-mouse Antikorper IgG wurden erhalten von der Fiima Tebu und 
Clinisciences. PBS (Phosphat buffered saline pH 7,2) und Evans blau wurden von BioM6- 
rieux bezogen und TGF stammt von Sigma. 

Menschliche primSre Fibroblasten Kultur 

Eine Zellsuspension an menschlichen Fibroblasten wurde hergestellt durch Standard Verdau- 
ung von Collagenase von menschlicher Dennis erwachsener Personen, erhalten durch plasti- 
sche Chirurgie. Die Fibroblasten wurden gezogen auf Glassschalen mit lokubationskanmiem 
und wuchsen im Kulturmedium bis zum Zusanunenfluss. 

Test Substanzen 

TGF beta wurde als positiv-Kontrolle verwendet. 

Als Testsubstanz diente ein hydrolysierter Hibiscus Esculentus Extrakt. 
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Die menschlichen Fibroblasten wurden kultiviert in Gegenwart von 0,1 % der Testsubstanz 
Oder in Gegenwart von 10 ng/ml TGF beta in dem Kultunnedium tiber 6 Tage. AnschlieBend 
wurde die Perlecan Expression durch Xmrnunocytocheinie ausgewertet. 

Lnmunohistochemie 

Die Fibroblasten Kultur in den Glassschaien wurden in kaltem Methanol fOr 10 min fixiert 
und mit PBS gewascben. AnschUeBend wurden die Fibroblasten Kulturen eine Stunde bei 
37°C mit dem monoclonalen Antikoiper anti-plectin in einer Losung von 1/150 inkubiert. 
Nach dem Waschen mit PBS wurde die Section mit Fluorescein Isothiocyanat (FITC) - kon- 
jugiertOTi anti-mouse Antikoiper fur 45 min in einer Losung von 1/40 inkubiert. Negativ- 
Kontrollen wurden erhalten durch Weglassen des ersten Antikorpers. Nach dem ausgedehnten 
Waschen mit PBS wurden die immunobehandelten Sectionen fiir 10 min. mit Evans blau be- 
handelt. Mit einem konvokalen Lasennikroskop der Fiima Zeiss wurden die Sectionen begut- 
achtet. 

Quantifizierung 

Die durch das konvokale Lasennikroskop erhaltenen Bilder wurden konvertiert und analysiert 
durch eine mathematisch moiphologische Software (Quantimet Q500, Leica). Die Ergebnisse 
wurden dargestellt als Prozent der Flache der Fibroblasten Kultur belegt durch Perlecan 
(FirC) belegt wird. 



Ergebnisse 





KontroUe ohne Behandlung 


TGF beta 


Testsubstanz 


% des Perlecan Gehaltes 
in der Fibroblasten Kultur 


1,28 


25,07 


8,0 



Ohne Behandlung konnte nur eine geringe Expression der DEJ ~ Komponente Perlecan in der 
Fibroblasten Kultumachgewiesen werden. 

Die Behandlung mit der Testsubstanz haben eine Erhohung der Expression von Perlecanin in 
der Fibroblasten Kultur gezeigt. Die positiv-Kontrolle TGF zeigte ebenfalls eine Erhohung der 
Expression an Perlecan in der Fibroblasten Kultur. 



Die Ergebnisse aus Beispiel 1 und Beispiel 2 zeigen, dass die Testsubstanzen, (Produkte von 
Laboratoires Serobiologiques) die Expression von Plectin und Perlecan erhohen konnen. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur kosmetischen Behandlung zur Verbesserung und/oder zum Schutz der 
Dennal-Epidermal-Junctions der Haut, Kopfhaut und Schleimhaut, dadurch gekeim- 
zeichnet, dass man eine Zubereitung, enthaltend mindestens eine Substanz, welche ei- 
ne Modulation von Plectin/HDl und/oder Entactin/Nidogen und/oder Perlecan be- 
wirkt, topisch auftragt. 

2. Verwendung einer Substanz, welche eine Modulation von Plectin/HDl und/oder En- 
tactin/Nidogen und/oder Perlecan bewirkt, zur Herstellung kosmetischer Mittel zur 
Verbesserung und/oder zum Schutz der Deimal-Epidermal- Junctions der Haut, Kopf- 
haut imd Schleimhaut. 

3. Verwendung einer Substanz, welche eine Modulation von Plectin/HDl und/oder En- 
tactin/Nidogen und/oder Perlecan bewirkt, zur Herstellung kosmetischer Mittel zum 
Schutz der Haut gegen Alterung. 

4. Verwendung einer Substanz, welche eine Modulation von Plectin/HDl und/oder En- 
tactin/Nidogen und/oder Perlecan bewirkt, zur Herstellung kosmetischer Mittel zum 
Schutz der Haut, Kopfhaut und Schleimhaut gegen toxische Umwelteinfliisse. 

5. Verwendung einer Substanz, welche eine Modulation von Plectin/HDl und/oder En- 
tactin/Nidogen und/oder Perlecan bewirkt, zur Herstellung kosmetischer Mittel zum 
Schutz der Haut, Kopfhaut und Schleimhaut gegen UV-Lichteinwirkung. 

6. Verwendung einer Substanz, welche eine Modulation von Plectm/HDl und/oder En- 
tactin/Nidogen und/oder Perlecan bewirkt, zur Herstellung kosmetischer Mittel gegen 
oxidativen Stress. 

7. Verwendung einer Substanz, welche eine Modulation von Plectin/HDl und/oder En- 
tactin/Nidogen und/oder Perlecan bewirkt, zur Herstellung kosmetischer Mittel gegen 
Haarausfall und zur Verbesserung der Haareigenschaflen. 

8. Verwendung gemaB mindestens einem der Anspruche 2 bis 7, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Substanz ein Pflanzenextrakt ist, welcher eine Modulation von Plec- 
tin/HDl und/oder Entactin/Nidogen und/oder Perlecan bewirkt. 

9. Verwendung gemaB Anspmch 8, dadurch gekennzeichnet, dass der Extrakt aus der 
Pflanze Pisum sativum, Ruscus Aculeatus, Centella asiatica. Calendula Officinalis, 
Aesculus Hippocastanum, und/oder Hibiscus esculentus als gewonnen ist. 

10. Verwendung gemaB mindestens einem der Anspruche 2 bis 7, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Substanz ausgewahlt ist aus der Gmppe, die gebildet wird von Mannitol, 
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Cyclodextrin, Hefeextrakt, Panthenol, Propylen Glycol, Ammonium Glycyrrhizat und 
Dinatriumsuccinat, medrigmolekularen Peptiden. 

11. Kosmetische Zubereitungen, enthaltend mindestens eine Substanz, welche eine Modu- 
lation von Plectin/HDl und/oder Entactin/Nidogen und/oder Perlecan bewirkt, xmd 
UV-Lichtschutzfaktoren und/oder Antioxidantien. 
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